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論 文 内 容 要 旨
序章
血 漿HDLレ ベ ル と虚 血 性 心 疾 患(CoronaryHeartDisease;CHD)と
の 問 に逆 相 関 が あ る こ とは 疫 学 調 査 に よ っ て 確 証 さ れ て お り、HDLに よ
る こ の 抗 動 脈 硬 化 作 用 が 末 梢 細 胞 か ら の 過 剰 の コ レス テ ロ ー ル 除 去 作
用 、 い わ ゆ る コ レス テ ロ ー ル 逆 転 送 系(Reverse-CholesterolTransport;
RCT)に 関 連 して い る こ と は広 く知 られ て い る 。 す な わ ち 、細 胞 か ら引
き抜 か れ た コ レス テ ロ ー ル はLCATに よ っ て エ ス テ ル 化 さ れ 、こ の エ ス
テ ル 化 さ れ た コ レス テ ロ ー一ル がapoBを 含 む リポ タ ンパ ク 質 に 転 送 さ れ 、
LDLreceptorを 介 して 肝 臓 に排 泄 さ れ る と考 え ら れ て い る 。
LCAT(LecithinOcholesterolacyltransferase)【EC2.3.1.43】 は専 らHDL
表 面 に 結 合 し て 存 在 し、phosphatidylcholine(PC)の2位 の 脂 肪 酸 を
unesterifiedchOlesterolの3β 一〇H基 に転 移 す る こ と に よ りcholesteroI
esterを 生 成 す る酵 素 で あ る 。泡 沫 細 胞 を含 む 種 々 末梢 細 胞 のcholesteroi
はHDLの い わ ゆ る脂 質 逆 転 送 系 に よ っ て 肝 臓 に運 ば れ る と考 え られ て
お り、 こ のLCAT反 応 は そ のfirststepで あ るcholesterol引 き抜 き に 於
て 、 そ の 細 胞 膜 か らH:DLへ の 移 行 を持 続 させ る 上 で 重 要 な役 割 を 果 し
て い る 。(Fig.1-1)。
血 漿 中 の フ リ ー ラ ジ カ ル に よ っ て 、LDL同 様 にHDLも 酸 化 を 受 け る
こ とが 知 ら れ て お り、 最 近 に な っ て 酸 化 に よ るHDL代 謝 の 変 化 と 、 そ
の 動 脈 硬 化 症 進 展 に お よ ぼ す 影 響 に つ い て 焦 点 が 当 て られ つ つ あ る 。一
方 、HDL代 謝 で 中 心 的 な役 割 を果 た して い る酵 素 で あ るLCATに 関 して
は 、LCATがHDLを 構 成 す る 脂 質 を基 質 と し、HDL上 のapoA-1を 補 酵
素 と して 機 能 して い る に も拘 らず 、 フ リ ー ラ ジ カ ル生 成 に よ るHDLの
一210一
酸化がこの血漿LCAT反 応に及ぼす影響 に関する研究はほとん どない。
また、最近の研究ではHDLの 抗酸化作用 など、コレステロール逆転送
系以外の抗動脈硬化作用が示唆 されている。しか し,こ れ らの研究の多
くはHDLとapoA-1に 関するものであ り、HDL上 で反応 している酵素で
あるLCATと 酸化脂質 との関連については、い くつかの最近の研究に




影響 を及ぼ しているか を調査 し、そのHDLに よる脂質逆転送系への影
響 を明らかにすることを目的として行 った。また、酸化脂質とLCAT反
応 とのかかわ りについて、この酸化脂質の代謝へのLCATの 関与の可能
性 を明 らかにする ことを 目的 として、特 に酸化ステロール に対す る
LCATの 作用 を調査 した。




ついて考察を行 った。そ して、第三章では生体内で脂質過酸化 によって
LCAT活 性が変動する可能性 をさぐるため、ラッ トに酸化開始剤 を投与
した ときの血漿LCAT活 性の変動 と、それによる抗酸化 ビタミンの防御
作用 を調査 した。これ らの研究を通 して、LCAT反 応が生体内で酸化 リ
ポタンパ ク質に どのように影響 しているかを考察 した。
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第一章 血漿LCAT活 性 にお よぼす酸化 リポ タンパ ク質 の影響
第 一 章 で は、血漿 中の フ リー ラジ カル の生 成 とそれ に よる リポ タ ンパ
ク質 の 酸化 が 、LCATに よ る コ レス テ ロ ール エ ス テ ル生 成 反 応 に どの よ
うな影響 を及 ぼ して い るか を明 らか にす る こ とを 目的 と して行 っ た。
す な わ ち 、1,全 血 漿 の 酸 化 、2.LDL,HDLの 酸 化 、3,精 製 酵 素 を用 い
た 反応 系 で の基 質酸 化 、の そ れ ぞ れ につ い て 、LCAT活 性 にお よぼす 影
響 を検 討 した。
【実 験 方 法r
LCAT・apoA-1の 精 製 、 ヒ ト血 漿LCATはDoiandNishidaの 方 法 に 基
い て 精 製 し た 。 原 血 漿 に 対 し て お よ そ6900倍 に 精 製 さ れ た 。apoA-1は
ヒ ト血 漿 よ りSephadexG・150,DEAE-cellulosecolumnを 用 い て 精 製 し
た 。
リ ボ ソ ー ム の 調 製 リ ボ ソ ー ム はeggyolkphosphatidylcholine,
cholesterolお よ び14C-cholesterolを 用 い て 、BatzriandKornの 方 法 に
よ っ て 調 製 し た 。
LDL,HDLの 調 製 ・酸 化LDL(d=1.006-1.063),HDL(d瓢1.063-1.21)
は ヒ ト新 鮮 血 漿 よ り超 遠 心 に よ っ て 調 製 し た 。 酸 化LDL,HDLは5μM
CuSOあ る い は2mMAAPHと37℃ で24時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る
4
こ とに よっ て調 製 した。
LCAT活 性 測 定 ,LCAT活 性 は リポ ソLム 、精 製 酵 素 、精 製 補 酵 素 を含
む構 成 系 で、あ るい は血漿 を用 い るStokkeandNorum法 で測 定 し、1時
間 の反 応 時 間 にエ ス テル化 され たcholesterolの 量 をnmol単 位 で 表 した 。
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[結 果 ・考 察]
1.フ リ ー ラ ジ カ ル 生 成 と血 漿LCAT活 性
AAPHに よって ヒ ト血漿 中 に フ リー ラジ カル を生 成 させ た場 合 の血 漿
LcAT活 性 の 変化 をFig.1-2に 示 した 。血漿LcAT活 性 は酸 化 時 間 に応
じて低 下 し、24時 間後 で は血 漿LCAT活 性 は コ ン トロ ー ルの 血 漿 の60
%ま で低 下 した 。AAPHは 水 溶 性 のfreeradicahnitiatorで あ り、 熱 分
解 に よ って 定 時 的 に ラ ジ カル を生 成 す る と考 え られ て い る 。水 相 の抗 酸
化 剤 と して ア ス コル ビ ン酸 を、連 鎖 切 断型 抗 酸 化 剤 と して α一Tocある い
はprobucolを 用 い 、 これ らの抗 酸 化 剤 に よっ てAAPHに よ るLCAT活
性 の 阻害 が 改 善 され るか否 か の実験 を行 った 。Fi&1・3に 示 した よ うに、
100mMの アス コル ビ ン酸 の存 在 に よってLCAT活 性 は も との89%に
まで 回復 したが 、 α一Toc、probuco1の 添加 で は改 善 はみ られ なか っ た。
2.酸 化LDLHDLに よ る血 漿LCAT活 性 阻 害
血 漿 に酸 化LDL,HDLを 添 加 した場合 のLcAT活 性 の 変動 をFig.1-4,
1-5に 示 した 。nativeLDLお よびnativeHDLを 添加 した場 合 で は ほ とん
ど活 性 の低 下 が み られ なか った の に対 し、 酸 化LDLお よび酸化HDLの
添 加 に よ って血 漿LCAT活 性 は顕 著 に 阻害 され た。この 阻害 は添 加 した
酸 化 リポ タ ンパ ク質 の 量 に依 存 して い た 。
3.基 質 リボ ソ ー ム の 酸 化 がLCAT活 性 に 及 ぼ す 影 響
2mMのAAPHで 酸 化 した基 質 リボ ソー ム を用 い た場 合 、Fig.1-6に
示 した よ うに、LCAT活 性 は酸化 時 間 に応 じて低 下 し、12時 間後 に は ほ
ぼ完全 に 阻害 され た 。 この 実験 で用 い た リボ ソー ム は、LCAT、apoA-1
を含 まない 、 リボ ソー ム のみ を酸化 した もの で あ る。徒 って 、この活性
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の低 下 は主 に基 質 で あ る脂 質 の 酸 化 に よる もの で 、酵 素或 い はap・A-1の
酸 化 変 性 の た め で は ない と考 え られ 、この結 果 はLCATのi基 質 で あ る脂
質部 分 の変 化 が重 要 な意 義 を持 つ こ とを示 唆 す る もの で あ る。LCATの
基 質 はHDL中 のPCとcholestero1で あ るが 、この 阻 害 で はい ず れ の酸 化
が大 き く影 響 して い るか確 認 す る ため 、以 下 の実験 を行 った 。酸 化 した
リ ボ ソ ー ム あ る い は 未 酸 化 リ ボ ソ ー ム か ら 脂 質 を 抽 出 し 、
phosphatidylcholineお よびcholestero1を 分 離 して リボ ソー ム を再 び調 製
し、これ を基 質 と してLCAT活 性 を測 定 した。Fig.1-7に 示 した よ うに、
酸化phosphatidylcholineを 含 む リボ ソー ム の存 在 で活 性 は低 下 を示 した
が 、 酸 化cholesterolを 含 む リボ ソ ー ムの 存 在 で は活 性 は低 下 しなか っ
た 。この こ とか ら、HDL上 のphosphatidylcholineの 酸 化 がLCAT活 性 に
大 き く影 響 を及 ぼす もの と考 え られ る。
apoA-1■ _CA'「〔
cofa㏄0『)
わ ぜ ヰ 　ド 　　
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第二章 酸化 ステ ロール に対 するLCATの 作用
酸化 ス テ ロール は その動 脈硬 化 惹起 性 と血 管 障害 性 の両 面 か ら動 脈 硬
化 の発 症 お よび進 展 に大 き くか か わ って い る と考 え られ て い る。血 漿 中
の コ レス テ ロー ルエ ス テ ル はそ の ほ とん どがLCAT反 応 に よって 産生 さ
れ る と考 え られ て い るが 、ヒ ト血漿 中 にエ ス テ ル化 され た酸 化 ス テ ロー
ル が存 在 して い る こ とは、酸化 ス テ ロー ルが 生 体 内 でLCATに よっ て代
謝 され て い る可 能性 を示 して い る。
第 一一章 で の結 果 か ら、LCATの 基 質 の うちphosphatidylcholineが され
た場 合 で はLCAT活 性 は大 き く低 下 した が 、コ レス テ ロ ー ルの 酸化 で は
LCAT反 応 は低 下 しなか った。この こ とは酸化 ス テ ロ ール が通 常 の コ レ
ス テ ロ ー ル と同様 にLCATの 基 質 とな りう る可 能 性 を示 唆 して お リ、
LCATが 生 体 内 で生成 した酸化 ス テ ロー ル の排 除 に関与 して い る可 能性
が 考 え られ る。
第 二 章 で は、この酸 化 ス テ ロ ール に対 す るLCATの エ ス テ ル化 作 用 に
つ い て検 討 した 。
【方 法】
酸化 ステ ロールに対 す る酵素活性 酸 化 ス テ ロ ー ル は7-Keto,epoxy,
7-OH,25-OHcholesterolに つ い て のみ 考 察 を行 った 。 そ れぞ れ の酸 化
ス テ ロ ー ル含 む リボ ソー ム は第 一 章 と同様 に作 成 した 。酵 素 反応 後 リポ
ソー ム 中 の各 ス テ ロ ー ル量 を定 量 した。
また 、酸 化 反 応 に よっ て生成 した酸 化 ス テ ロ ール に対 す る酵 素LCATの
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影 響 に つ い て は 、 各 酸 化 ス テ ロ ー ル はTLC(hexane:acetone:acetic
acid=80:20:1)で 分 離 し 、 そ れ ぞ れ を 定 量 し た 。
[結 果 、 考 察1
各 酸 化 コ レス テ ロ ー ル に対 す るLCAT活 性 をFig.2-1に 示 した 。1時
間 の 反 応 で は7-Keto,epoxy,7・OHcholesterolはcholestero1よ り も低 い
活 性 を示 した が 、25-OHcholesterolの み 高 い 活 性 を示 した 。
リボ ソ ー ム を酸 化 した 場 合 の 各 酸 化 ス テ ロ ー ル 生 成 量 をFig.2-2に 示
した 。 各 酸 化 ス テ ロ ー ル と も に 酸 化 時 間 に 応 じて 生 成 量 が 増 加 し,7-
Ketocholesterolが も っ と も多 く生 成 した 。
リ ボ ソ ー ム を12時 間 酸 化 した 後 でLCAT反 応 を行 っ た場 合 で の 各 酸
化 ス テ ロ ー ル 量 の 変 化 をFig.2-3に 示 した 。1時 間 の 反 応 に よ り リ ポ
ソ ー ム 中 の 酸 化 ス テ ロ ー ル 量 は7-Keto,epoxy,7つ:H,25つHcholesterol
がLCAT反 応 前 の そ れ ぞ れ58,63,74,16%ま で 低 下 し,Fig.24で の
結 果 と 同 様25-OHcholesterolカ §もっ と も減 少 率 が 大 きか っ た 。コ レス テ
ロ ー ル に 対 す る酸 化 ス テ ロ ー ル の 占 め る割 合 はLCAT反 応 を行 う前 が
13%だ っ た の に 対 し、LCAT反 応 後 で は8%に 減 少 した こ とか ら、酸 化
リボ ソ ー ム で は 酸 化 ス テ ロ ー ル が 優 先 的 に代 謝 さ れ る こ とが 示 され た 。
酸 化 ス テ ロ ー ル は 動 脈 血 管 の 障 害 、血 管 平 滑 筋 細 胞 の 障 害 ・増 殖 、血
管 肥 厚 、血 小 板 の 内 皮 へ の 吸 着 な ど,種 々 の 動 脈 硬 化 促 進 作 用 を有 して
お り,ま た 、 酸 化 コ レ ス テ ロ ー ル で 飽 和 したHDLは 細 胞 か らの コ レス
テ ロ ー ル 除 去 作 用 に乏 しい とい う報 告 が あ る こ とか ら、LCAT反 応 に よ
る こ の 酸 化 ス テ ロ ー ル の エ ス テ ル化 反 応 の 生 体 内 意 義 は大 きい もの と考




















































































































































































第三章 フ リー ラジカル開始剤投与 によるラ ッ ト血漿LCAT活 性
の変動
本章では、フリーラジカル開始剤をラットに投与 した場合での脂質過
酸化 と血漿LCAT活 性 の変動 を調査 し、生体内でめ脂質過酸化が実際に
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血漿LCAT活 性に影響 しうるか どうかを検討 した。
【実 験 方 法1
AAPH投 与 実 験 ラ ッ トに水 溶 性 のfreeradicalinitiatorで あ るAAPH
(2,2'一Azobis(2-amidinopropane)Dihydrochloride)を 腹 腔 内 投 与 す る
こ と に よ り、invivOで 急 性 的 な脂 質 過 酸 化 を起 させ た 。実 験 動 物 と して
maleSDrat6weeksを 用 い 、control群 、AAPH投 与 群(AAPH50mg/
kgBWを 腹 腔 内 投 与)、AAPH+V.E投 与 群(AAPH投 与 の24,6時 間 前
に α 一tocophero1100mg/kgBWを 経 口投 与)、AAPH+V.C投 与 群(AAPH
投 与 の24,6時 間 前 にLascorbicacid100mg/kgBWを 経 口 投 与)を
設 け た 。1群 各5匹 の4群 で 実 験 を 行 っ た 。12時 間 の 絶 食 後 、 エ ー テ
ル 麻 酔 下 で 腹 大 動 脈 か ら 採 血 し た 。 血 漿 を 分 離 し 、 血 漿 脂 質 、
lipoproteinpattern、 お よ び 血 漿LCAT活 性 を測 定 した 。
【結 果 、 考 察 】
ラ ッ トにAAPHを 腹 腔 内 投 与 す る こ と に よ り、invivoで 急 性 的 な脂
質 過 酸 化 を起 こ させ た 場 合 で は 、Fig.3-1に 示 す よ う に 急 激 な 血 中 脂 質
の 減 少 とlipoproteinpatternの 変 化 が み られ た が 、V.E、V.Cの 抗 酸 化 ビ
タ ミ ン の 前 投 与 に よ りこ れ は 部 分 的 に 防 禦 さ れ た 。V.E、V.Cと も に そ
の 投 与 に よ っ てLDL、HDLのTBARs値 が 増 加 し て い た が(Fig.3-2)、
血 漿LCAT活 性 はAAPH投 与 群 で 顕 著 に 減 少 し、AAPH+VE群 で も低
値 を示 した が 、AAPH+V.Cで は こ の 減 少 は 完 全 に 防 禦 さ れ た(TableI)。
こ の こ とか ら、 血 漿LCAT活 性 は生 体 内 で も血 漿 中 のfreeradicalの 生
一219一

















































































































本研 究 に よっ て得 られ た知 見 を以 下 に ま とめ た 。
第 一 章 で は、LCAT反 応 は基 質 の酸 化 に鋭敏 で あ り、その構 成脂 質 で
あ る リ ン脂 質 の酸化 に よ って活 性 は大 き く低 下 す る こ と、また、基 質 自
体 の酸 化 に と ど ま らず 、酸 化 リポ タ ンパ ク質 の存在 に よ りLCAT反 応 が
大 き く阻害 され る こ とを明 らか に した 。第二 章 で は 、生 体 内 で 酸化 ス テ
ロ ー ルがLCATに よっ て代 謝 され て い る可 能 性 を示 し、LCATに よっ て
酸 化 ス テ ロ ー ルが エ ス テ ル化 され る こ とに よ り、そ の生 体 か らの排 除 の
促 進 、HDL中 に閉 じこめ る こ とに よる毒 性 軽 減作 用 の可 能性 を示 した。
第三 章 で は 、ラ ジ カル 開始 剤 で あ るAAPHを ラ ッ トに腹 腔 内投 与 す る こ
とに よ り、生体 内 で リポ タ ンパ ク質 の酸 化 とLCAT活 性 の変 動 が 起 こる
こ と、お よび この変 動 は ビタ ミンC、 ビ タ ミンEの 抗 酸 化 ビ タ ミ ンの投
与 に よ って 防禦 す る こ とが で きる こ とを示 した。
本 研 究 に よ り、血 漿 中 で の フ リー ラ ジ カル の生 成 に よる リポ タ ンパ ク
質 の 酸化 が 、LCATに よる コ レス テ ロー ルエ ス テ ル化 を抑 制 し、 コ レス
テ ロ ー ル逆転 送系 の停 滞 を もた らす可 能 性 が示 され た 。 また 、LCATに
よる酸化 ス テ ロー ル のエ ス テ ル化 作 用 が 示 され、LCATが 酸化 ス テ ロー
ルの生 体 か らの排 除 の促 進 、お よび毒 性 軽 減 に 関与 してい る可 能性 が示
され た。HDLに よる脂 質 逆 転 送系 は生体 内 で の もっ と も優 れ た動脈 硬 化
抑 制 機i構と して機i能 して い る こ とか ら、リポ タ ンパ ク質 の酸 化 がLCAT
活 性 の抑 制 を介 して この系 にあ た え る影 響 は多 大 で あ り、本研 究 に よる
知 見 は、 動 脈 硬 化 抑 制 機 構 の解 明の 一 助 に な る もの と考 え られ る。
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レシチ ン ・コ レステ ロール アシル トラ ンスフ ェラーゼ(LCAT)は 専 らHDL表 面 に存在 し,レ シチ
ンの2位 の脂肪酸 を コレステ ロールの3β ℃H基 に転移 し,コ レステ ロールエステル を生成す る酵 素
で ある。泡沫細胞 を含む種 々の末梢細胞 の コレステ ロールはHDLの,い わゆ る脂質逆転送系に よって
肝臓に運 ばれ る もの と考 えられている。LCAT反 応はHDL上 のコ レステ ロール をエ ステ ル化す る こ
とによって,細 胞膜か らHDLへ の コレステ ロール の移行 を持続 させ,血 管壁への コレステ ロールの過
剰 の沈着 を予防す る上で重要 な役割を果た してい る。
最近,酸 化LDLを は じめ とす る リポタンパ ク質 の酸化 に よる代謝の変化 と,そ の動脈硬化症進展 に
お よぼす影響 につ いて焦点が当て られてい る。 ところが,抗 動脈硬化作用 で中心的な役割を果た して
い るHDL代 謝で,こ れに関与す るLCAT反 応 に関す る研究はほ とん ど行われ ていない。また,酸 化脂
質 に対 してのLCATの 作用 につ いては,わ ず かに酸化脂質代謝酵素 としての可能性が示 されてはいる
ものの,そ の代謝の生体 内での意義は未だ不明である。
本博士論文では,こ れ らを明らかにす る目的で,ヒ ト血漿か ら酵素LCAT,補 酵素ア ポA-1を 単
離精 製 し,基 質 と してはHDLあ るい は レシチ ン ・コレステ ロール リポソー ムを調製 し,酸 化脂 質 の
LCAT活 性 に及 ぼす影響 と,酸 化脂質に対す るLCATの 反応性を検討 した。
まず,LCAT活 性 は基質 の酸化,特 に,そ の構成 脂質であ る リン脂質 の酸化に よって大 き く低下す
る こと,ま た,基 質 自体 の酸化の場合 以外に,酸 化LDL,酸 化HDLの 存在す ることに よっても活性は
強 く阻害 され る ことをは じめて明 らか に した。 さらに,生 体内で酸化 ステ ロールがLCATに よって代
謝 されている ことを示 し,酸 化ステ ロールをLCATが エステル化す る ことに より,そ の生体か らの排
除 の促 進,あ るいはHDL中 に閉 じこめることに よる毒性軽減作用を果た している可能性を示唆 した。
これ らの現象 をふ まえて,ラ ジカル開始剤 であるAAPHを ラ ッ トに腹腔 内投与す ることに よ り,生 体
内で リポタンパ ク質を酸化 した場合,LCAT活 性の低下 が起 こるこ と,こ の低下が抗酸化 ビタ ミンで
あ るビタ ミンC,ビ タ ミンEの 投与に よって防御 され得 ることを認め,生 体 内でも脂質過 酸化の程度
に よってLCAT活 性が変動す ることを示 した。
以 上 の よ うに,本 研 究 は血漿 中 での フ リー ラジ カル の 生成 に よる リポタ ンパ ク質 の酸 化 が,
LCATに よるコ レステ ロールエステル化 を抑制 し,コ レステロール逆転送系 の停滞を もた らす可能性
を示 した こど,ま た,LCATに よる酸化 ステ ロールのエステル化作用 を明らかに す る こ とに よ り,
LCATが 酸化 ステ ロールの生体か らの排除の促進,お よび毒性軽減 に 関与 してい る可能性 を示唆 し
た。HDLに よる脂質逆転送系は生体 内での最:も優れた動脈硬化抑制機構 として機能 してお り,本 研究
は酸化 リポタンパ ク質 の新 しい生理作用 を発見 し,解 析 したもので,抗 動脈硬化機構 の解 明の一 助に
なるものと考 え られ,審 査員一同は,本 研究者に博 士(農 学)の 学位を授与す るに値す るものと認定
した。
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